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Document Processing Center TS-790
Office of Toxic Substances Room L-100
Environmental Protection Agency

401 M Street SW

Washington, DC 20460

Attention: 8(d) Health and Safety Repor. .g Rule
(Notification/Reporting)
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Gentlemen:

Enclosed 1s a copy of a Health and Safety Study just received from our Parent
comapny, Bayer AG. We are submitting this study on behalf of Miles Inc.,
Mobay Road, Pittsburgh, Pennsylvania 15205. We are filing this Healtk and
Safety Study to comply with the requlations codified at 40 CFR, Part 716.
This submission contains no Confidential Business Information (CBI).

The information required at 40 CFR 716.30 is given below.

Chemical Name: Desmodur 44 M
CAS No: 101-68-8
Name of Study: Orientierende Untersuchungen Zur Lungen-Sensibilisierung
Am Meerschweinchen Nach Intradermaler Induktion, Study
No. T 9040131
Submitting Official: Francis J. Rattay
Title: Manager, Regulatory Affairs
Address: Mobay Road
Pittsburgh, Pa 15205

Telephone No.: (412, 777-7471

Sincerely,
/ b4 . fvlf A r "_-.f_) f'\ \ﬁ-“,
Francis J. Rattay J

Managar, Regulatory Affairs
(412) 777-7471

Attachment
Certified Mail Mo.: P 213 126 276
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ORIENTIERENDE UNTERSUCHUNGEN ZUR %hNGEN-
SENSIBILISIERUNG AM MEERSCHWEINCHEN
NACH INTRADERMALER INDUKTION
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Solange die in dlesem Bericht enthaltenen Ergebnisse nic
publiziert worden sind, dirfen sle nur mit Einverstandnls der
BAYER AG verwendet werden. Eine weltere Vervielfiltigung
dieses Berichtes - auch auszugsweise - 1st nlcht gestattet.
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GOOD LABORATORY PRACTICE STATFMENT

This study conforms to the OECD Principles of Good Laboratory
Practice (GLP) ([German version published in: Bundesanzeiger
No. %2a (March 2, 1983) and ChemG (1990), respectively].

The study director D-. J. Pauluhn assures, that the meyhpds
and experimental results correctly reflect the standard
operation procedures and raw data. v

'?-.

Q}_
Date: fggﬂaép < Py (

Dr.
Fachtoxikologe DGPT
Study Director




BAYER Ad 73040031

FACHBEREICH TOXIKCLOGIE CESMCDUR 44 M

IAEALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS

STATEMENT OF THE QUALITY ASSURANCE

SIGNATURES. ..

ZUSAMMENFASSUNG

B R TN G ) o s P R o Ao Br it i S
VERANTWORTLICHKEITEN

MATERIAL UND METHCDEN
7.1, Prifsubstanz.
Prufsystem und Haltungsbedingungen
Guidelines
Vorversuche zur fonzentrationsfindung® ]
VODSUONBABB LRI & i i onase uiscaiin bivre s e BOen Smeeis s0ab Ta0 R
Expositionstechnik
Generierung der Challengeatmosphare
Inhalaticonskammertemperatul und =-1iu
Analytik der Testatmosphire
Partikelcharakterisierung
Prcbenahme
Stabilitat 4
Korpergewichte und Naghbecbacht:
Kiinische Symptecme...¥
Lungenfunktionsprufingen
Sektion. e ssi 0 N
Histologische !
.1, Histologisghe
Statistik / BYometrle
Kérpergewichte
Sektionsbefunde
Histopathologische Untersuchungen....... .. cccovoeus
. Lungengewichte
18,5, Ocz-ﬂny-nNGVA
Lwiigenfunktionsprufurgen
.18.7.?¥lrt1kellnllytik...
.18.8. Randomisierung St
.1‘; Wiedergabe der Fohdaten.......vvrovvnvnnanns
TQ% ., Softwareerstellung und -validierung
43. 1. Archivierung der Versuchsunterlagen

&> ERGEBNISSE

Q

9, DISKUSSION UND BEWERTUNG

R Ao

B RO R PO D
W U AN B

L e e e . e e B B B B B B e
A R M R e PO -1V E W

e

(&)

OD-J=Jnun & w0

e
@ m

-
w
=

.
&
T,
7.
]
;
(4

10. LEGENDE ZU DEN AEKURZUNGEN IN DEN TABELLEN........
11. LITERATUR




BAYER AG T2040131

FACHBEREICH TOXIKOLOGIE DESMODUR 44 M

12. ANHANG.......
Analytische Konz-ntrationon - DEbHODUR 44 M- Challonqe.
Partikelcharakterisierung - DESMODUF 44 M-Challenge..
Monitoring - DESMODUR 44 M-Challenge....
Randomliste .
Korpergewichte body weights. :
KorperdJewichte Graphische Darstellungen............. o
Lungeng. ‘chte ‘
Lungeng :hte - Graphische Darstellungen......... o
Korpergewichte Cektionszeitpunkt.....
Atmungsmuster - DEUMODUR 44 M-Challange
Lungenfunktionsdaten / Immediate...

Sektionsbefunde.....
Inzidenztabelle Lunqonb-tund......
Histopathologische Untersuchungen.
Futterspezifikation........vevuuus
Wasserspezifikation.........0vvune
DESMUDUR 44 M-Spezifikation

Berichtsende




N

BAl .R AG

TSQ0u40131
FACHBEREZICH TOXIKOLOGIE DESMODUR 44 M

2. STATEMENT OF THE QUALITY ASSURANCE UNIT

Study=-No.: T904C131
Comround: DESMODUR 44 M
The study was inspected by Quality Assurance on the iitea

given helow. The results of the checks and the inspectigns are
conveyed in writing to the study director and, If necéssary,

also to the head of the institute, or other persons-affected.

Date of check/inspection Date of issue“of
‘nspection meport
'
e
1991 (study plan) o
1991 26

1991 15,
1991 17,

The results of the study and the methods used have
correctly reported.

Quality Aswurance / GLP
Bayer AGy~ 5600 Wuppertal 1

D %é@ﬁ&]_‘_a 3, ’{992— Responsible: Cé’é C{"io

& Dr. H. Lehn
?.
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3. SIGNATUKES

-

Study director: / __ Dpate &9 52

0
Director c¢f Institute: bwb\_

Dy L, dlchemer
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DESMODUR 44 M

4. ZUSAMMENFASSUNG

Mit DESMODUR u4 M erfolgten Untersuchungen zur orienticvrenden
Lungensensibilisierung an Meerschweinchen des Stammes
Pirbright - White - Dunkin - Hartley (DHPW).

v.rluahldurchruhrunF: Gz

Es wurden 8 welbliche Meerschweinchen pro Gruppe dreimalig
intradermal induziert (Applikation einer 1%igen Suspension in
Erdnufdél am Tag 0, 2 und 4, Jewells 2mal 100 ul}, 8 welb-
lichen Kontrolltieren wurde dle Vehikelsubstanz ErdifuB8¢l unter
identischen Bedingungen appliziert. .

Nach elner etwa 2-wochigen Nachbeobachtungszgit (Tag 21 bis
24) erfolgte ein DESMODUR 44 M - Caésfénse (mittlere
Konzentration: ca. 8 mg DESMODUR 44 M/m? ft; Extremverte:
3.1 bis 20.5 mg/m? Luft).

Wdhrend und nach der Jjeweiligen Challengeexposition (Dauer:
ca. 30 Minuten) wurden Reaktionen vom Soforttyp durch dle
Messung der Atemfrequenz, des temzugvolumens, 2es Atem-
minutenvolumens, der Inspiration und der Exspirationszeit
sowie des Peak Expiratory F1l beli ailen Tieren gemessen.
Danach erfolgte die Messung der Atemfrequenz Uber e:wa 20
Stunden, um auch verzdgert Qgrtretende Reaktionen guentizativ
erfassen zu konnen. Am Ende“der Nachbeobachtungszeilt (Tag 25)

wurden alle Meerschwelirfehen getotet. Das Jewicht der
entbluteten Lunge wurde\ bestimmt., Die Lunge (einscniteBlich
der Lungenlymphkncte;& und Trachea wWwurden hnistologisch
untersucht. o

Versuchsergebnisse:

Nash dem DESMODUR 44 M-Challenge wurden keine spetifischen
Atmungsreaktionen festgestellt, die auf ein lungensensi-
bilisierquzu Potential von DESMODUR 44 M hindeuten wurden.
Eingelne ere zeigten eine marginale Abnahme der Atem-
frequensy- Dieser Befund wird in einem Kausalzusammenhang =it
einer primdr irritativen Wirkung gesehen, da n etwa
ver ichbare Effekte sowohl bel den Kontrollen als auch bel
dqg* ESMODUR 44 M-induzierten Tieren festgestellt wurden.
gé

eise auf verzdgert auftretende Atmungsreaktionen zeligten
ch bei den DESMODUR 44 M=-induzierten Tieren nicht.

?hDic Analyse der Lungengewichte ergab bel den Tieren der
DESMODUR 44 M - Gruppe keine statistisch signifikante Ernchung
des absoluten und relativen Lungengewichtes. Die niato-
pathologische Untcrsuchung von Traches, Lymphknoten und Lunge
lied8 im Vergleich zur Vehikelkontrolle Kkeine statistisch
signifikante Erhdhung an eosinophilen Granulocyten im
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subepithelialen Bindegewebe der Luftwege erkennen.
Toxikologisch bedeutsame Reaktionen, die in einem ursidchlichen
Zusammenhang mit immunologischen Reaktionen zu sehen wiren,
lagen demnach nicht vor.

Bewertung:

e Untersuchungen lassen demnach die SculuBfolgerung zu, daB
ein respirables DESMODUR 44 M-Aerosol an DESMODUR 44 M -
induzierten Tieren keine Effexte hervorruft, die els indikativ
fir ein 1lungensensibilisierendes Potential anzusehenr.sind.
Die erhobenen Befunde deuten vielmehr darauf hin, dasg das
Prifmusteraerosol ein starkes atemtraktreizendes . Potential
aufwelist. 3

<

b, ¢

o
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5. EINLEITUNG

In dieser orientierenden Lungensensibilisierungsstudie wurden
Meerschweinchen des Stammes DHPW intradermal mit DESMODUR M
induziert. Nach einer e¢twa 2 Wochen andauernden Nach cob=-
achtungszeit wurde eine etwa 320 Minuten andauernde Challenge-
exposition mit dem Hapten (DESMODUR 44 M) durchgefiihrt.

Diese orientierenden Untersuchungen erfolgten zur Abschatzung
des 1lungersensibilisierenden Potentials nach intradérmaler
Induktion uad inhalativem Challenge. Eigene Erfahrungen mit
diesem Versuchsmodell und neuere Publikationen beleg¥n (BOTHAM
et al., 1989; PAULUHN und EBEN, 1991), dag nach fotradermaler
Induktion deutlich hdhere Anti-IgGl - Antikdrpertiter als nach
inhalativer Induktion gebildet werden. e intradermale
Induktion ermdéglicht demnach die Abschdtzu iner lungensen-
sibilisierenden Wirkung im sSinne ein orientierenden
Potentialtests.

Diese Studie erfolgte zum unten spezifizierten Zeitpunkt im
Institut fUr Toxikologie, Landwirtschaft, des Fachbereiches
Toxikologie der BAYER AG, 600 Wuppertal-Elberfeld,
Priedrich-Ebert-Straie 21?-333.2;

Studien Nr.: T 9040131 Q/Q-

Induktionsphase: 22.04.9h - 26.04.91
Challenge: 13.05p91-16.05.91
Sektion: 17«%;.91

Hapten: DZSMODTJR 44 M, im Bericht auch als 'MDI’ bezelchnet
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6. TERANTWORTLICHKEITEN

Institutsleiter Toxlkclogle;Landwirtschaft:..

Abteilungsleiter:....
Prifleiter:
Biometrie/Softwareentwicklung:
Analytik/Inhalation:

Prifmusterbersitstellung:

Yo~
Prifmuster-Analytik (Identitdt, Stabilitdt): .L... Dr.

berwachung der Putterspezifikationen:
Luft-Konditlonierung, -Reinigung:
Klimatechnik:

Archivierung der Versuchsdaten:?h
Sektion:
Histopathologlsche Unteradihung:

~\
Qualititssicherung:

#) Hoehschule Hannover

« Dy

Qurr e

L. Machemer

Dr. J. Pauluhn

J. Plﬁ}uhn

J F;uluhn

Dr} 3 RUngeler
i Dr. Filger
Kausler
G. Meister
Strietholt

G. Strietholt

Dr.E.A.Ldbbecke

«ss« Do E. Sander

Frof.Dr.U.Mohr®)

H. Lehn
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7.1. Prifsubstanz

Prifmuster:

Synonyme:

Partie=-Nr.:
Hersteller:
Herstelldatum:

Gehalt:

Stabllitit:

Lagerung:

Einsatzgeblet:
Aussehen:
CAS=Nr.:

Strukturformel:

Summenformel:

Molmasse:
Erstarrungspunkt:
Siedepunkt:

T. MATERIAL UND METHODEN

DESMODUR 44 M

Diphenylmethandiisocyanat-4,4";

4,4 -Diphenylmethandiisocyanat; @
p,p =Diphenylmethandiisocyanat; MDI;
Bis(-p~-isocyanatophenyl)methan; e
MDI-Mconomer

0106 SF 000

SAYER AG, Leverkusen
Y-

25.09.,1590 / Probe=Nr.: 1®§530/90

38.5% - 4,4 -MDI
0.8% - 2,4 =-MDI

war Uber die Dauer des Versuches
gewahrleistet (O

Raumtemperatuth Lichtausschluf
(unter Stickstoffl)

“hemikaX e
e
welde Schuppen

194-63-8

“15M10M292
250.3 g/mol
39.7 *C

210 *C (7 mbar)
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Spezifisches Gewicht: 1.18 g/cm? (bel 20 °C)
Dampfdruck/Dampfséttigungskonzentration: s. folgende Extra-
polationstabelle

DESMODUR 44 M - Damp{druckberechnung

_____ - S e -

Dampfdruck (kPa) SHkttigungskonz. (mg/m® Luft)

.12590E-06 .13384E-01
.4763BE=-06 .48916E-01
.16511E-05 .16394
.5285TE=05 .50609
.15TU6E-04 1.4667
,43930E-24 3.9693
.11545E-03 10.127
,28725E-03 24,484 v
.67971E-03 56.340
,15358E-02 122,89
.33256E=-02 261.27
.69237E~-02 530.11
.13900E-01 1037.8
.26978E-01 1965.6
.50TUBE=-01 3610.0

fDssnnnsramnissaninanaeann

E »« =4797.2
Dimensionen - Druck: atm, T: Kelvin (K)
Korrelationskoeffifelent (r) = -.9832

Siedepunkt (o:épapaliert) = 6G587.8 K = 314.6 Grad Cel.
Verdampfungsenthalpie = 91840.4 J/mol

DvH/Tv (Trouton’'sche Regel) = 156.2 J/(K¥mol)

Molzahl (n) = 1.70

Die Berecpnung zeigt, dad DESMODUR 44 M in der Dampfphase
offensicht¥ich als Dimer vorliegt. Da diese Studie mit dem
Aerosol Ydurchgefuhrt wurde und der Dampfdruck bel Raum-
temperatur fUr Adiesen Studientyp unbedeutend ist, wurde der
Damp@druck nicht weiter bertcksichtigt.

<

ﬂbsun‘lnittelfVohikolz

Y Vehikel: Erdnufél
Hesteller: Henry Lamotte
Chargen=Nr.: 8606

Vorversuche zur Stabilitdt haben ergeben, da@ DESMODUR 4k M
(1%1g) in Erdnufdl sich als stabil erwies, Innerhalb von 2
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Stunden nach dem Ansetzen in Erdnugsél betrug die
Konzentrationsabnahme un*_p Laborbedingungen 0.1%.

7.2. Prifsystem und Haltungsbedingungen

SEeziea und Speziesbegriniung:

Die Studle wurde mit Haiblfchen Meerschweinchen - einer fur
Lungensensibilisierungsstudien empfohlenen Tierspezies -
durchgefihrt. Diese Untersuchungen erfolgten mit weiblizhen
Meerschweinchen, da dieses Geschlecht eilne relagiv Zu
midnnlichen Tieren geringere Kdérpergewichtszunahme aufwelst,
Lungerfunktionsprifungen in Ganzkdrperplethysmogrsaphen waren
hel grdBeren minnlichen Meerschweinchen mit ®echnischen
Schwierigkeiten verbunden.

Es wurden junge adulte gesunde Auszucht - Meerschweinchen des
Stammes BOR:DHPW (Pirbright - White - Dun 1§£ Hartley) der
Versuchstierzucht Winkelmann, Borechen, rels Paderborn,
eingesetzt. Tiere dieses Stammes werden bel der BAYER AG seit
Jahren fUr toxikologische Studien verwendet. Historische Daten
zu Phyaiologle und Spontanalterationen liegen vor. Der Gesund-
heitsstatus der Zucht wird routinemidBig stichprobenweise auf
die wichtigsten spezifischen Inf&tﬁlonaarreger untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen rden aufbewahrt.

v\

Eingcwﬁunung:
Nach dem Tiereingang wurdq&lriie Tiere bis zum Behandlungs-

beginn mindestens 1 Wock ang an die Tierraumbedingungen

adaptiert (Anliefung lmik .04.91; Eingangs-Nr.: 78099).

Identifizierung der T§F£e= .
R IdentIfIzIerungqs r Meers_hweinchen erfolgte sowohl durch

individuelles PFarbkenrizeichnung als auch durch Kafigkennung.

Randomisierung:

Nach der Adaptationsphase wurden alle Tlere vor Versuchsbeginn
hinsichtlich ihres Gesundheitszustandes untersucht und durch
Randomisi ng (s. Statistik) zufMllig auf die Behand-
lungegrup verteilt.

?-‘
Gesundheitsstatus:
E den nur gesunde, symptomfreie Tiere fUr den Versuch ver=

s

"%1 t. Eine Vakzinierung oder Behandlung der Tiere mit

s: infektiva fand weder vor der Tierarnlieferung noch wahrend
r Adaptationszeit oder Versuchsze!t statt. Dle Welbchen

V-waren nullipar und nicht triehtig.
® Alter und Kérpergewicht:

Das mittlere Anfangsgewicht der Tiere lag in einem Bereich von

270 bis 285 g. Tiere dleser Gewichtsklasse sind etwa 1 bls 2

Monate alt.
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Unterbringung der Tiere:
Wihrend 1or Adnptlhiona- wie auch Vers: *hszeit wurden die

Tiere konventionell in Makrolon®-Kifiger © IV (4 Tieie pro
Kiifig) (nach SPIEGEL, A., GONNERT, ‘ Zachr. Ver-
suchstierkunde 1, 38 (1961) und MEISTER, ...  Zschr. Versucls-
tierkunde 4 144-153 (1965)) gehalten. Die Kifige
(einschlief8lich Wasserflaschen) wurden mindestens einmal
wéchentlich gewechselt.

Die Rechtsvorschriften fiir die Haltung von Versuchauiéren
(86/609 EWG) wurden beriicksichtigt. ™~

Einstreu:

Als Elnstreumaterial wurde staubarmes Holzgranul tq&yp § 8/15
verwendet (Lieferant: Ssniff - Spezialdiidten bH, D 4770
Soest). Das Holzgranulat wurde stichprobenwedse auf Schad-
stoffe untersucht, Die Analysenbefunde ergab keine Anhalts-
punkte fUr eine Beeinflussung des Verauchszés s,

Tierriume:

Alle Tiere dieser Studie befanden sich in einem Tierraum. Aus
Kapazitidtsgrunden waren zeitweise Meerachweinchen aus anderen
toxikologischen Studien in demselben Tierraum untergebracht.
Durch eine ausreichende rdumliche Trennung (unterschiedliche
Kifiggeatelle), eine deutliche figkennzeichnung und eine
entsprechende Organisation 4 Arbeitsabliufe wurde eine
Verwechalung von Tieren ausgeschlossen.

Klimabedingungen im Tierrp Q?
iy <

Das Klima wurde wie fol@% eingestellt:

Raumtemperatur: - Rk 2 "0

Luftfeuchtigkeit (rq&ntiv): ca. 50 %

Hell-/Dunkelrhythmus® 12-stlUndig, von 6 bis 18 Uhr MEZ
kiinstliche Beleuchtung

Beleuchtungsstirke: ca. 14 Watt/m? Grundfliéche

Luftdurchsate: ca. 10-mal pro Stunde

Die Luftf htigkeit und Temperatur in den Tierstidllen wurden
kontinuie eh mit einem kalibrierten Thermohygrographen
dokumentlert.

Gel ntliche Abwsichungen von diesen Vorgaben, z.B. infolge
ng, gung des Tierraumes, kamen vor. Sie hatten keinen erkenn-
j} en Binflul auf den Versuchsablauf,

Y"Reinigung, Desinfektion, Schidlingsbekimp fung:

) er erraum wurde mindestens einmal wdchentlich gereinigt und
mit Zephirol - 10% (1% in Wasser) desinfiziert. Dabei wurde
eine Kontamination des Putters und der Kontakt mit
Versuchstieren ausgeschlossen. Schiddlingsbekimpfungen wurden
in den Tierrdaumen nicht durchgeflUhrt.
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Erndhrung:

Die Ernkhrung bestand aus einer fixed-formula - Standarddiit
"Altromin® 3022 - Haltungsdidt fur Meerschweinchen"
(Hersteller: Altromin GmbH, Lage) und &us Leitungswasser
(Trédnkflaschen). Futter und Wssser standen zur ad-libitum-Auf-
nahme zur Verflgung. Als FuttergefidBe dienten im Kifigdeckel
integrierte Futterraufen.

Die nutritive Zusammensetzung und der Schadstoffgehalt(,der
Standarddiit wurden routinemiédig auf Veranlassun der
Zantralstelle fUr Versuchstlerfragen, BAYER AG, Wupperfal 1,
stichprobenweise kontrolliert und anaiysiert. Angaben iber
die allgemeine Futter- bzw. Wasserspezifikation ‘awerden im
Anhang gemacht. &

Das Lelitungswasser entsprach Trinkunaaerqulllt!fk(Trinkwlaser-
Verordnung vom 5.12.90, Bundesgesetzblatt, TTeil I, Seite
2612). Ergebnisse der Analysen des Futtersynd Wassers werden
bel der BAYER AG aufbewahrt. Dle vorliegenden Daten ergsben
keine Anhaltspunkte fir eine Beeinflussung des Versuchszicls.

Zur Triénkung wurden ca. 700 ml fassende Polycarbonatflaschen
(nach SPIEGEL, A., GONNERT, R., Zschr. Versuchstierkunde 1, 38
(1961) und MEISTER, G., Zschr. Yersuchstierkunde 7, 144-153
(1965)) verwendet. -

7.3. Guidelines &

Die expo:it1onntcchnisch&gﬁkriterien der OECD - Richtlinie No.
403 sowile dima entsprechende EG-Richtlinle wurden erfillt,
sowelt sile fuUr diesentStudientyp relevant sind. Hinsichtliceh
der MeAtechnik wurd allgemeine Empfehlungen (ASTM E 981-84;
ALARIE, 1973) und wesentliche Interpretationsguidelines (GROSS
und VOCCI, 1988) berlcksichtigt.

Die beschriebeen Verfahrenswelsen wurden an publizierten
Methoden angelehnt (KAROL et al. 1985; KAROL et al. 1978;
DeCEAURRIZ Bt al. 1987; BARROW et al. 1977, BOTHAM et al.,
1988; B0$HAM et al., 1989; PAULUHN und EBEN, 1991).

Spesifische, international harmonisierte Testguldelines fUr
Unio uchungen sum lungensensibilisierenden Potential Iim
3} odell liegen sur Zeit noch nicht vor.

Q)YhT.u. Vorversuche sur Konzentrationsfindung

Mit einem MDI-Aerosol wurden Untersuchungen zum orientlierenden
sensorischen Relzpotential durchgefUhrt. Die Ergebnisse
lassen sich wie folgt zusammenfassen:
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MDI:

E&§—l1l respirahsl anzusehendes MDI - Aerosol (Aerosolmasse
mit einem aerodynamischen Durchmesser s 3 um: 100%) induzierte
bel weiblichen Meerschweinchen ab einer Konzentration von etwa
20 mg MDI/m? Luft konzentrationsabhingige Atmungs-~
verdinderungen, dle auf eine Irritation der Lungenperipherie
hinwiesen. Die der maximal untersuchten Konzentration von 38
mg/m® Luft exponierten Tiere wiesen heftige Atmungsreaktionen
auf, und zwar eine deutliche Zunahme des Atemzugvolumens und
eine marginale Abnahme der Atmungsfrequenz, die ihrerseits in
einem Kausalzusammenhang mit eili.er Zunahme der Inspirations-
zelt gesehen wird (PAULUH¥, 1991). v

An der Maus wurde mit einem MDI-Aerosol ein RDSO-Wert von 32
mg/m® Luft ermittelt. Das MDI-Aerosol wurde als ‘pulmoniéry
Irritant” klassifiziert (WEYEL und Schaffer, 1385).

Auf der 3Basils dieser Daten werden 20 mg DE H&BUR 44 M/m® Luft

als maximale Challengekonzentration fur tersuchungen 7zur
pulmoniren Hypersensitivitit angesehen.

7.5. Versuchsdesign

Intradermals Induktion O

Neuere Fublikationen welisen lu?‘ein vereinfachtes Testmodell
zur Untersuchung zum lungensensibilisierenden Potential von
Haptenen wm Meerschweinchen*nin (BOTHAM et al., 1989; PAULUHN
und EBEN, 1991). Enta&%ﬁchend erfolgte eine intradermale
Induktion mit dem DBEMODUR 44 M (Imalige intradermale
Applikcticn von Jjewel 2mal 100 pl einer 1%igen®) Suspension
des DISMODUR 44 rdnufdl; Applikation an der Planke mit
den folgenden Lokwlisationen: Montag (Tag C): sranial,
Mittwoech: thoracal, PFreitag: caudal). Den Kontrolltieren
wurds das Ldsungsmittel unter identischen Bedingungen
appliziert.

Die Stabilitit des DESMODUR 44 M im Vehikel wurde analytisch
(s. Punkt'?.9) verifiziert. Das Prlfmuster erwies .ich in dem
gonlhltqp Vehikel als ausreichend stabil.

Naohy einer etwa 2-wséchigen Nachbeobachtungszelt erfolgte ein
DES UR 44 M - Challenge.

=

i
R

®)Alle Konzentrationsangaben in G/V
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Gruppensuordnung/Termine:

Induktion: Tag 0,2,4 / intradermal DESMODUR 44 M

Challenge: Tag Gruppe Hapten-Challenge
21 la
22 2a
23 1b
24 2b

DESMODUR 44 M-Challenge: In den DESMODUR 44 M-Enduktions-
gruppen betrug die mittlere Challengekonzentration: 8 mg
DESMODUR 44 M/m? Luft (s. Anmerkung auf Seite 44 Im Anhang).

Lungenfunktionspriufungen sind aus technisc éﬁGrUndln nur an
Jeweils 4 Tieren simultan méglich. In den Jj¥weiligen Tabellen
bzw. graphischen Darstellungen werden jewells die ersten &
Tiere einer Gruppe, bestshend aus 8 Tieren, als Untergruppe
‘a’, die zweiten 4 Tiere als Untergruppe ‘b’ bezeichne:. Die
Gruppe 1 (Tier 1-8) wurde mlt dem Vehikel, die Gruppe 2 (Tier
9-16) mit dem PrUfmuster induziertb

?-.

7.6, Expositionstechnik

Expositionsart: b

Dle Tlere waren dem D éﬁODUR 44 M-PrUfmusteraerosol unter
dynamischen Expositiondbedingungen in Expositionsrohren
(Material: Tlexigla®y exponiert. Die verwendeten
Inhalationskaumern %#nd kommerziell erhdltlich (Pirma TSE,
6380 Bad Homburg). ie Punktionsfihigkeit dieser Inhalations-
kammern wurde publiziert (PAULUHN, 1984; PAULUHN, 1988).

Vehikel:

Das PrUfmuster wurde aufgrund seiner geringen PlUchtigkeit bei
Raumtemperdfur als Aerosol untersucht. 2Zur Herstellung der
Aerosol -~ Testatmosphire wurde aufgrund der chemischen
Reaktivi¥it des Produktes keine Vehikelsubstanz verwendet.

Das Qondtnsltlonlloroaol des DESMODUR 44 M wurde unter

dng.ilehon Bedingungen in eine zylindrische Inhalationskammer

gl itet. Die aus PVC hergestellte Inhalationskammer wies dle

fdlgenden Abmessungen auf: @ = 30 cm, HShe = 28 cm (Volumen:
Yoa. 20 Liter).

Der Aufbau der Inhalrtionskammer 1ist in der Abblildung 1
sochematisch dargestellt.
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Abbildung 1: Inhalationskamuer ;/ DESMODUR 44 M-Challenge
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Abluftsystem (Vakuumpumpe)

Sensor zur Temperaturmessung

Position fUr Probenahmen

Drehbar gelagerter Unterbau

der Challengeatmosphiire
estspezies maximale Respirabilitit und eine
t monodisperse Aerosolverteilung 2zu gewihrlelisten,
wurd a8 DESMODUR 44 M=-Aerosol wie folgt generlert: Das
Pr uster wurde 'unter Stickstoff im thermostatisierten Olbad
f oca. 100 °C in einem 6-DUsen BGI-Collision Nebulizer Typ:
(BGI, Incorp., Waltham, MA, USA) aufgeschmolzen. Durch den
DCollision-Nebulizer wurden etwa 0.6 1 Stickstoff/Minute durch=-
geleitet, 1in einen 2 1 Glaskolben (als Vorabschelder)
Uberfihrt und danach durch eine etwa 45 cm lange
thermostatisierte Heizstrecke (Innentemperatur ca. 120 *C)
geleitet. Die Kondensation dcs Dampfes erfolgte uber eine
Kondensationsstrecke von etwa 115 e¢m, Vor Einleitung in dle
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Inhaletionskamner erfolgte eine Verdlnnung mit 40 1
Luft/Minute. Die Glasleitungen wiesen einen Durchmesser von
etwa 2.5 cw auf. Bevor Jas Kondensationsaerosol in die
Inhalationshammer geleltet wurde erfeolgte eine weitere
Verdinnung mit 20 1 Luft/minute.

Wihrend der Adaptations- und Recoveryphase waren die Tiere der
Luft, wikhrend der Challengephase Luft und Stickstoff
exponiert.

O

Luftaustausch:

Die Generlerungsbedingungen des Aerosols seuihrleist-faﬁhaomit
mindestens einen etwa 122fachen Luftaustausch p Stunde.
Unter diesen Versuchabedin;ungen wird die Glei gewichts-
einstellung ("steady~ state ) 1n weniger als<, 2 Minuten
Betriebsdauer erreicht 3 % Kammeryol./Luftfluf;
McPARLAND, 1976). Unter dgﬁ Bedingungen dingr Untersuchung
wurde das Verhdltnis zwischen Zu~ und Ablu so gewdhlt, dad
sich im Expositionssystem ein geringghidiger (Uberdruck
ausbilden konnte. Die Inhalationskammern wurden in Abzugen
betrieben.

Kondit‘snierung der Druckluft:

Die Druckluft wurde mit zwel parallel geschalteten
Boge-Kompressoren vom Typ 5B 70/15/350D erzeugt. Die
Druckluft wurde durch einen ngchgeschalteten VIA-Druckluft-
trockner vom Typ A 110 vcllnutomttisch konditionlert, d.h. ven
Wasser, Staub und 61 befrait. Der Betriebs-Regeldruck der
Kompressoren betrigt hﬂ 0 bar (800 bis 1000 kPa). Der
Arbeitsdruck wurde jewai ber Reduzierventile eingestellt.

Luftflisse: .

Wihrend der Ezxposli oxhuurden die Luftflilsse kontinulerlich
iberwacht und gegebWenenfalls auf die nominalen Vorgaben
nachjustiert. Luftflisse wurden generell mit kalibrierten
Strémungsmessern der Firma Rota (= Rotameter) gemessen. Die
kalibrisrten Rotameter wurden punktuell oder bei unplausiblen
MeBergebnissen mit einem digitalen Strdmungsmesser (Hewlett
Packard Optﬁrlon 520) Uberprift.

Ab ti
e u?% wurde Uber Waschflaschen mit einer widBrigen 10%igen
NaO ung gerainigt.

<

. Inhalationskammertemperatur und -luftfeuchte

<b'vulhrtnd der Challengephase wurde dle Temperatur mit einem
Thermometer gemessen. Aufgrund der chemischen Reaktivitit des
Prifmusters erfolgte keine Luftfeuchtemessung.

Die folgenden Temperatur- und Luftfeuchtewerte (Er-
fahrungsdaten; PAULUHN, 1986) werden somit fur dle
Challengephase als reprisentativ angesehen:

20
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Temperat: . . . 2N "0
Rel. L: . .. ca., 14 % (Erfahringscaten)

Die Inha’ationskammertemperatur lag 1in dem von der OECD -
Richtlinio tolerierten Bereich. Beim DESMODUR 44 M=Challenge
wurde die relative Luftfeuchte bewuBt so niedrig wie technisch
m5glich eingestellt, um Hydrolysereaktioren des DESMODUR 44 M
in der Tratatmosphire minimieren bzw. ausschliesen zu kdnnen.

Q
7.9. Ans '75ik der Testatmosphidre v

Die nomis ‘e Konzentration konnte aus teehnischgp Grunden
nicht berechnet werden. <

Zur Absorption aus der Luft wurde das DESMODURJQH M - Aerosol
durch 2 hintereinandergeschaltete Absorpti®¥nsrohrchen, die
Glasfaserwatte und eine mit Nitroreagenzl@dsung Iimpriégnierte
Glasmehlschicht enthielten, geleitet. Dabei entsteht ein
Harnstoffderivat, das mit Hilfe der HPLC - Technik
charakterisiert werden konnte. Die Methodik der analytischen
Bestimmung wurde getrennt berichtet (EBEN, 1990). Das
angesaugte Luftvolumen pro Analyse betrug 100 1. Die
Abnahmerate betrug im Mittel stwtcB.GS l1/Minute.

Die Luftproben fir die analyti®chen Bestimmungen wurden der
Testatmosphire im Atmungsbereich der Meerschweinchen
entnommen, und zwar vor d@m Challengebeginn oder nach dem
Challengeende. Aus tech%&schen Grinden (Stoérung der Tiere)
war eine Probenahme w!p end der Challengeexposition nicht
méglich. . .

Alle im weiteren lnﬁ?gebanen Konzentrationen bezlehen sich auf
mg DESMODUR 44 M/m’® Luft.

7.10. Parcikelcharakterisierung in der Testatmosphire

Die Probeﬂgpmo fur die Analyse der Partikelverteilung erfolgte
m

ebenfal unmittelbaren Atmungsbereich der Versuchstiere.
Die Aerosol-Partikelanalysen erfolgten mit einem Aerodynamic
Par le Sizer mit Laser-Velocimeter (TSI-APS 3300). Das ArS
33D - Medgerit wurde mit zweil VerdUnnungsstufen betrieben
4TSI Model 3200). Technische Detalls dieses Med- und
Verdinnungssystems wurden von REMIARZ und JOHNSON (1984)
th.lchrieben.

Eichung: Das TSI-Gerdt wird in regelmifigen Zeltabstinden von

er rma TSI, Aachen, gewartet und kalibriert. Die Methode
der Kalibrierung wurde publiziert (TSI, 1986). Das TSI-Gerit
wird aufgrund seines hohen Aufldsungsvermdgens fUr kleinere
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Partikel im toxikolcglsch relevanten GréBenbereich (etwa 0.5
bis 3 um asrodynamischer Durchmesser) bevorzugt eingesetzt.

Die Berechnung der Parameter der Aerosolvertelilung erfolgte
mit einem entsprechenden Computerprogramm auf einem IBM-PC,
Pachbereich Toxikologie, BAYER AG.

Der Berechnung liegen die folgenden Prinzipien zugrunde:
TSI-Laser-Veloclmeter: -
Die dle numerische Aerosolverteilung eindeutig charak-
terisierenden Parameter NMAD und GSD wurden aus der obit-
transformierten numerischen kumulativen Haufigkeitsverteilung
(y) und den logarithmierten ECD’s (efractivgb cut-off
Durchmesser) (x) der individuellen MeBkanidle s APS 3300
durch lineare Regression ermittelt. Q&

Die Umrechnung des NMAD (TSI-Gerdt) in den MMAP- wurde nach der
folgenden Gleichung vorgenommen: >

In(MMAD) = 1n(NMAD®Dichte) + 3(1n(GSD))2

Die geometrische Standardabweichung (GSD) wurde aus der
Regressionsgeraden berechnet: Percentil 84 / Percentil 50.

Eine mcnomodale log-normale Parti‘glverteilung wird durch den
MMAD bzw. NMAD sowie durch die GPD eindeutig beschrisben. Der
Beweis, daB8 eine monomodale Partikelverteilung vorliegt, wird
aus der graphischen Gegenlbe®stellung der log-normalen Hiufig-
keitsverteilung und der¢ probittransformierten kumulativen
Hiufigkeitsvertelilung en&f&ﬁht.

Als Parameter der ParWikelverteilung wurden somit berechnet:
der MMAD (Mass Hediﬁ? Aerodynamic Diameter), der NMAD (Number
Median Aerodynamic lameter) und die geometrische Standard-
abwelchung (GSD). Die Algorithmen fir die Berechnungen wurden
entsprechenden Nachschlagewerken flr Aerosolphysik entnommen
(DENNIS, 1976; MARPLE und RUBOW, 1980) und erwiesen sich
generell als anwendbar (PAULUHN, 1988).

5
Als alv af‘n‘lﬂgisc Masse wurde der relative Massenanteil
angeseheN, der einen aerodynamischen Durchmesser s 3 um
aufweist. Aus der folgenden Abbildung 2 ist ersichtlich, das
die Qworliegende PartikelgriéSenvertellung (Elnzeldaten s,
An ) addquat ist, alle potentiellen Targetstrukturen des

lsirltiﬂﬂltrlktll von Laboratoriumstieren zu exponieren (s.

?} eh RAABE, 1982; SNIPES, 1989).

R
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Abbildung 2: Respirabilitdt von Aerosolen
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Berechnung der Partikelkonzentratlion:

Fir diese exemplarisch durchgefuhgje Berechnung wurde ein
Number Median Aerodynamic Niametér (NMAD) wvon 3.3 um
verwendet. '

Fir die DESMODUR 44 M-PartikeQdichte wurde dile Dichte = 1.23
g/ml eingesetzt. %9

=
Berechnung des Partikelvolumens:

Gleichung: 4/3%we®r’; Q= 0.49107,) cm (r = NMAD/2)

= 4/3%x8(0, 4010 )’
Partikelvolumen = 2.68%10 em?

Berechnung der Partikelmasse:

Gleichung: @9lumen ¢ Dichgié Dichte = 1.18%10*' mg/em’
= 3,16010 mg/Partikel
f?hg/m’ = 3,16910° Partikel/m?
= 3162 Partikel/cm’
<L
Die §pgeniberstellung der mit der Nitroreagenztechnlk integral
erfaften DESMODUR 44 M-Dampf- und DESMODUR 44 M-Aercsol-
osphiire mit der partikuldren Masse zeigt (Einzeldaten s.
. Anhang), dag die berechnete und gemessene Partikel-
Q?kanzentrlticn groBenordnungsmifig und im Rahmen der
geforderten Genauigkeit Ubereinstimmen und somit das TESMCCUR
44 M 4in partikuldrer Form vorliegt (Randbedingungen fur die
Berechnung: relativ monodisperse Vertellung,
vernachlissigbarer Dampfdruck des DESMODUR 44 M).
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71.11. Probenahme

Die Kalibrierung der Probenahmegeridte erfolgt nach den
Empfehlungen der ACGIH (1978; Sektion I "Calibratinn of Air
Sampling Instruments").

Die Aerosol-fienerierungsbedingungen wurden so optimiert, das
die Partlikel eine méglichst hohe Inhalierbarkeit flUr die
Testspezies (RAABE, 1982; SNIPES 1989) aufweisen und
anisokinetische Probenahmefehler vernachldssigbar sind, s¢/das
auch bei wunterschiedlichen Ansauggeovmetrien eine _ repri-
sentative Probenahme gewdhrleistet wird (ACGIH, 1978). °

Die Berechnung der Toleranzgrenzen fUr den Hadius des
Ansaugrohres wurde wie folgt durchgefihrt (ACGIH,<4978):

-
\

1/2 -
)/ 5

FluB = 8.3 bis a3 cm’/gsa

Relaxatjonszeit = 19010 sec (0.5 um)
1.7%10 se¢ (7.4 um) 2
Erdbeschleunigung = 980 dgfysec

Radius des Probenlhmer§?ychens - em

Eine Berechnung der Talerlqigranzen fur die Ansaugoffnung D
ist im folgenden dargestellt<(PAULUHN, 1988): P

Isokinetische Probenahmel- Toleranzgrenzen fUr Proben=-
Réhrchendffnungen ngl?‘

F sgflulextrema - ml/sec
D M Innendurchmesser - Probenahmerdhrchen - cm

4;0.5 2 ;untcrtr Partikeldurchme.ser = um
> T oberer Partikeldurchmesser - um

Die angegebenen Extrema fUr die FluBraten bericksichtigen alle
Medgeridte fUr analytische Bestimmungen. Eine reprisentative
Probenahme 1:% somit auch unter anisokinetischen Probenahme-
bedingungen gewidhrleistet, wenn der Innendurchmesser der
4ffnung des Ansaugrohres etwa D, = 1.3 £ 0.3 cm betrigt.

RV
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Die veirwendeten Analysenrdhrchen wiesen Offnunzen mit einem
Durchmesser von etwa 1 cm auf. Das Gerdt zur Partikelanalytik
wies eine Ansaugéffnung von etwa 1.5 cm., Die Ansaugéffnungen
der verwendeten Probenahmegerite erfiillen somit die
geforderten Randbedingungen fir eire reprasentative Prubenahme
der Testatmosphire.

7.12. Stabllitdt der Aeroscl-Testatmosphire

L
Die Punktionsfihigkeit des Aerosol-Generierungssy:tems._wurde
wihrend der Probenahmen fur analytische Urntersuchungen und
widhrend der Exposition der Tliere mit Hilfe eines Aerosol-
phctometers RAM-1 (MIE, Bedford, Massachuse¥ts, USA)
Uberprift. Die Probenahme erfolgte kontinuierlich im Atmungs-
tereich der Meerschweinchen. -4

Ly
Diese Kammeriberwachung ermdglicnt die globple Erfassung aller
toxikologisch relevanten Punktionsplrtmete;b der Inhalations=-
kammer (Zuluft, Abluft, Homogenitdt der Testatmosphiire,
Stabllitit der Testatmosphidre, Funktionafidhigkeit des Aerosol-
Generlerungssystems).

Ein reprisentatives Ergebnis des ‘Monitorings’ ist im Anhang

?\

7.13, Kdrpergewichte und Naqueobuchtungszeit

wiedergegeben.

Die Kirpergewichte der &eerachweinchen wurden vor der 1.
Applikation, am 3., 7. “relativen Versuchstag und wochentlich
danach erfuadt. Am 3pktionstag wurden die Tiere ebenfalls
gewogen.

)

7.14. Klinische Symptome

Das Aussehen uud das Verhalten wurde tdglich Iindividuell
beurteilt. . An den Wochenenden wurden die Meerschweinchen
ebenfalls %irundcn.

Die Beurteilung in den Expositionsréhren erfolgt nur dann,
wennQ.eindeutige Symptome (z.B. Krdmpfe, abnorme Bewegungs-
a ufe, starike Atmungsbeschwerden) auftreten. Nach
%: sitionsenda werden dle Tiere vor allem hinsichtlich der
lgenden Symptome beurteilt (wenn erforderlich in stUndlichen
Y-Abstidnden):

- Lokale Reaktionen an den Applikationsstellen

- Aussehen der richtbaren Schleimhiute von Augen und Respl-
rationstrakt
Allgemeiner Zu.tand der Schnauzenhaut und Ohrmuscheln, Zu-
stand des Pelis, Putz-Aktivititen
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Atmung
Kreislauf (sowelt beurteilbar)

- Somatomotorik und Verhaltensmuster (einschlieslich Tremor,
Konvulsionen, Hypersalivation, Dyspnoe, Diarrhoe,
Lethargle, Sedation und Coma).

Zentralnervése und autonome Symptome

Da eine Beurtellung dieser Symptome nur am sich frei
bewegenden Tier in adiquater Art und Welse vorgenommen werden
kann, erfolgt a priori keine spezifische Beurteilung der Huer-
schweinchen wihrend der Exposition in Réhren.

7.15. Lungenfunktionsprufungen

Reaktionen vom Sofort-Typ: »

Dle Messungen erfolgten am spontan atmenden chen Meerschwelin-
chen in umgebauten Kopf-Nase-Expositionsrohren (Ganzkdrper=-
plethysimographen). Die Tiere wurden fUr mindestens 10 Minuten
an die Expositionsbedingungen adaptiert (die Tlere gelten als
adaptiert, wenn die Atemfrequenz etwa 90 Atemzlge pro Minute
hetrigt).

Die Plethysmographen=-Kopf-Nase- E&ﬁositiansrohren waren 30
konstrulert, dad eine unbehinder®e Kopf-Nase-Exposition statt-
rfinden konnte. Der Flesthysmographenteil der Expcaitionsrdhre
wurde mit 2 Latexringen dhd einer Distanzscheibe ({n der
Halsregion des Tleres abgegQichtet.

Nach der Adaptation d%aiTiero erfolgte eine etwa 10-minltige
Messung der entlprecha en basalen Lungenfunktionsparameter.

Die folgenden Lun;unrunktionlpurtmeter wurden gemessen:

PEP Peak Expiratory Flow ([ml/Sekunde]
™ Atemzugvolumen [ml]

RR Atemsuge pro Minute

MV Afemminutenvoiumen (ml)

IT = Inlpirntion::clt [Sekunden)
ET ‘Bxspirstionszeit {Sekunden)

Das ‘ilnslp der Messung ist in der Abbildung 3 wiedergegeben.

o
?-.




BAYER AG 79040131
FACHBEREICH TOXIKOLOGIE DESMODUR 44 M

Abbildung 3: Fluf8-/Volumenmessung

FluB-Signal

Integriertes FluB-Signal (Volumen)
Inspiration

Exspiration Cj

T~
Bei allen Messungen betrug die Integrationszeit 15 Sexunien,

Messung: A

Die Lungenfunkticnsprufung (owie die Berechnung Zer en:-
sprechenden Parameter erfodgten mit einem Computer Zer Flrma
BUXCO Electronics, CN, 3%& mit IBM-AT-Kopplung.

Die Lungenrunktionsprui&ngen wurden in einem Fluf-Ganzg:rjer-
plethysmographen unter {sothermen Bedingungen durchgefu.nre.
Die Luftfliusse wurden uber die Druckdifferenz, dle 2Z.r:h 4
400-mesh Drantnetze aufgebaut wurde, mit einem an der P.etny3-
mographenwand befestigten Differentialdruckaufnehmer MPs%, 12
2 em H,0, lidyne, Northridge, CA, USA) gemessan tle
Punktiondfihigkelt des Plethysmographen, der Differentini4r.zc=
aufnehmer Sewie die Kalibrierung des Fluf - Integrat:rs ~.rie
mittels einer 2.0 ml Kalibrierpumpe mit einer Frequen:z v:n (%2
Huben/ ute vor Jeder Messung Uberpruft. Die Frez.ent-
abhlngz keit der Volumenkalibrierung wurde mit Hilfe 2leser
KalibMerkclbenpumpe (Eigenentwicklung der BAYER AG) tel elner
FPre®uenz von 50, 100, 150, 200 und 250 Huben/Minute yserprult.
D:a Hubvolumen betrug ebenfalls 2.0 ml. Die FluSwiderstande
iebe) wurden so adjustiert, dad adiabatische Volumenfer.er
zwischen 50 und 250 Huben/Minute 10% nicht Uberschreiten

Das PFluB- und Volumens'gnal wurde wihrend der Mess.rg f.r
Jedes Tier individuell a.f dem Bildschirm des IBM-AT-I:mp.ters
ausgegeben. Die Phasen~ und AmplitudenUberprufung wurie .nter
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Verwendung eines Oszillographen (Honesywell-UV-Schreiber Typ
M12 - 150A) dokumentiert (s. Abbildung 3).

Auswertung:
Dfe o.g. Parameter wurden auf einer Ploppy-Disc (IBM-AT)

gespeichert und mit Hilfe eines HP-ADVANCE-~LINK Programmes auf
einen HP 3000 Rechner (Fachbereich-Toxikologie, BAYER AG)
Ubertragen. Auf diesem Rechner werden die jeweiligen Parameter
gemittelt und ausagedruckt. Die exakten Expositionszeiten
(Luft, Hapten- Expoaltion und Recovery) sind ebenfalls in-den
Anhangstabellen wiedergegeben. >~

Von den Jewelligen Lungenfunktionsparamete wurde
tierindividuell die 3fache Standardabweichung des Mittelwertes
der Kontrollperiode (Luftexposition) berechnet. Die Ergebnisse
dieser Berechnung wird 1in den graphischen ~.Darstellungen
wiedergegeben, und zwar in Form elnes durchgezogenen
Querbalkens (Mittelwert) sowle einer 3epu&¥ eten Ober- und
Untergrenze (t 3 ® Standar“abweichung). Die Lidnge des
Querbalkens reprisentiert dile DESMODUR 44 M - Challenge-
exposition.

Reaktionen vom verzogert auftretenden Typ:

Unmittelbar nach Beendigung der "Récovery-Periode”™ wurden die
Meerschweinchen in zylindrisc Plethysmographen (innerer
Durechmesser: 12 c¢m, Lidnge: 23.5 cm) plaziert. Auf dem
Kammerboden befand sich Eimptreumaterial (Holzspidne). Wasser
und Putter stand den TQQF n zur ad 1libitum Aufrahme zur
Verflgung. &

Die Messung wurde mit dem' bereits beschriebenen Valldyne
Differentialdruckaufpghmer durchgeflhrt. Die MeSdauer betrug
etwa 20 Stunden. emessen wurden die Differentialdruck-
schwankungen (s. Abb. 4) aus denen die Atemfrequens errechnet
wurde.

Die Integrationszeit betrug bei diesen Messungen . Minute. In
den Tabel und graphischen Darstellungen im Anhang wurden
Jowelils 6‘ nuten zusammengefaft (gemittelt).

In dem Kammern erfolgte die Temperaturmessung mit einem
ARU ThermofUhler. Die Xammerinnentemperatur lag etwa
aw n 21 bisa 23 °*C. Die verwendeten Kammern waren

pPelwandig und wurden durch WasserkUhlung mit MNilfe eines

. Laborthermostaten (Julabo UC - 5B/5) thermostatisiert.

Das Me8prinzip ist in der folgenden Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Frufung auf verzégert auftretende Reaktionen
(schematisiert)

- B5ar

2 1 LfwMinute
oro Kamer

VALVE —_——

ROTAY

8 lmin, [

= 2 | /Minntexamer

Auswertung:

Bel der Dewertung der ‘Delayed-Onset’ Messungen wurden
historische ntrolldaten zugrunde gelegt. Die Analyse Zer
iber etwa 20 Stunden gemessenen Respirationsrate (RR) ergabd
einen Mittédlwert von RR = 90, einfache Standardabwelchung (s)
von E) - 20 (gerundet). Ein tempordrer Anstieg der
RespiraVlonsrate von 90 + 2s wird als positive, der veon 230 +
3s *t stark positive Reaktion gewertet.

Qz?‘lﬁ. Sektion

Die Meerschweinchen wurden nach dem jeweils letzten Challenge
dureh Entbluten Uber die Bauchaorta in tiefer Dlethyl-
ethernarkose getotet und pathologisch-anatomisch untersucht,
Alle von der Norm abweichenden Befunde wurden dokumentlert.
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Das Gewicht der entbluteten Lunge wurde bestimmt.

7. 17. Histologische Untersuchungen

Die folgenden Organe wurden histologisch untersucht:

Lunge mit Stammbronchien (5 Schnittebenen)
LALN (Lung associated lymph nodes) O
Trachea

Die Lunge wurde durch Instillation einer 5f%igen ;r;risen
gepufferten PFormaldehydlZsung vorfixiert (Stauungsdruck 20 cm
Wassersiule fUr 5 Minuten, danach Ligatur der, Trachea und
Endfixation in lo0%iger widriger Q/gepurrertar
Formaldehyd-L&sung) . Diese Fixationsart wird als adliquat
angesehen, da bel der Perfusionsfixierung ia GefK@system)
eine direkte Bestimmung des [Lungengewlchts, ein sehr
empfindlicher Parameter, nicht méglich ist.

Die den Respirationstrakt betreffenden Filxationen erfolgten in

Anlehnung an die von DUNGWORTH et al. (1985) beschriebenen
Methoden.

7.17.1. Histologische Technik Y~

Die in Formalin fixierte Lu@ge (einschlieBlich Trachea; wurde
in "Paramat-Wachs" eingepettet. Die ca. 4 bis 7 um dinnen
Schnitte wurden mit Humatoxylin-Eosin (HE) nach Lilli-Meyer
gefirbt. Die Herstellung der technischen Schnitte erfolgte
bel der Pirma EPS (U.M Ltd.), Hereford, Grodbritannien.

Die hiltopttholo.il:?. Beurteilung des Organmaterials erfolgte

in der Abteilung fUr experimentelle Pathologle, Prof. Dr. med.
U. Mohr, Med. Hochschule Hannover.

7.18. Statdptik / Biometrie

K8rpergewichten wurden die Mittelwerte und Standard-

ng berechnet. Die astatistische Analyse erfolgte auf

4er Basis der Kérpergewichtsdifferenzen mit MHilfe einer
?hOnc—Hny Varianzanalyse (ANOVA).

7.18.2. Sektionsbefunde

Hiufiger auftretende Befunde am Respirationstrakt werden mit
dem "Pairwise PFisher’s Test" mit vorgezogenem R x C
Chi-Quadrat =~ Teast statistisoh ausgewertet (HP 3000,

»
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Fachbereich Toxikologle, BAYER AG). Der Fisher-Test wird nur
dann durchgefilhrt, wenn im RxC Chi - Square - Test ein Unter=-
schied zwischen den Gruppen vorliegt oder wenn ein Frequency -
Wert von < 5 errechnet wird, Dieses Vorgehen erfolgte nach
GAD und WEIL (1982). Beil der Berechnung des unilateralen
p-Wertes wurde von einer symmetrischen Verteilung ausgegangen
(p - unilateral = (p - bilateral)/2).

Die Validierung der Software (Fisher-und RxC Chi-Square-Test)
erfolgte durch Datensatze aus der Literatur (GAD un}m' IL,
1982; Softwareentwicklung: Dr. J. Pauluhn)., Die BerecNriungen
erfolgten auf einer HP 3000 Rechenanlage, Fachbereich
Toxikolozgie, BAYER AG. L

&,
<

?-.

Die histopathologischen Befunde wurden mht dem "Pairwise
Pisher's Test" (implementiert im P.L.A.C.E.S.-Histopathologie
- System; Prof. Mohr, Medizinische Hocnhnschule Hannover)
statistisch ausgewertet. Alle Ergebnisse werden als
Inzidenwen im Sinne einer stochastischen Auswertung analysiert
und wiedergegeben. CQ

Anmerkung:
Eiln fekt  kann als gruduiegﬁi Intensitdt direkt mit der

Dosis korreliert werden. Bestimmte Effekte erlauben Jjedoch
keine genaue Gradulerung un® kénnen daher nur als ‘existent’
oder ’‘nicht existent’ begrachtet werden. Derartige Effekte
werden als gequantelte Elfekte bezelichnet.

Die toxische Wirkung. einer Substanz kann sich {n eliner
spezifischen Organ cﬁldisung (Targetorgan) manifestieren.
tiblicherweise wird Wkl der statistischen Auswertung solcher
Schidigungen die Wahrscheinlichkeit des Auftretens (Inzidenz)
und weniger die Intensitit der Schiddigung als Funktion der
applizierten Dosis gesehen (WHO, 1978) . Die erste
Auswertungsform stellt die stochastische, die zwelte die
nicht-stochastische Analyse dar, Die Intensitdt elnes
Befundes ‘st bei histologischen Untersuchungen nicht
zwangsliyfig reprisentativ fir den tatsdchlichen Befund
(peripheres Anschneiden, ur ‘rschiedliche Schnittebenen) .
Dahe werden die histologis .en Untersuchungsergebnisse -
engsprechend internationaler Empfehlungen =~ vorzugswelse Im
3& e einer stochastischen Auswertung analysiert und bewertet.

?._

7.18.4, Lungengewichte

7.18.3, Histopathologische Untersuchungen

Von den Lungengewichten wurden berechnet: Median, arith-
metischer Mittelwert und einfache Standardabwelchung. Die
Daten wurden mit einem ANOVA - Verfahren analysiert.

Die Lungengewichts - Kdrpergewichts - Relation wird sowohl
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arsolut als such relativ angegeben. Dis Berechnung der
relativen Organgewicht: erfolgt durch Normierung auf 100 g
Kérpergewicht (individuelles Organgewicht/Kérpergewicht @
100). Das fUr dlese Berechnungen zugrunde gelegte Kiérper-
gewicht wurde jewells vor der Sektion des Tieres ermittelt.
Beli der graphischen Wiedergabe dieser Ergebnisse wurden alle
Mittelwerte auf die Kontrolle normiert (Vehikel - Kontrolle =
100%). Die relative einfache Standardabwelchung des Mittel=-
wertes wurde bei der graphischen Wiedergabe der einzelnen
Parameter beriicksichtigt. tﬁ

v
T7.18.5. One=Way-ANOVA

<

Die durchgefihrte one-way Varianzanalyse (ANOVA) %8t sich wie
folgt beschreiben.

Bel dieser parametrischen Methode wird el ‘%brmllvertoilung
der Daten durch Gegeniiberstellung von Med®Mn und Mittelwert
Uberpruft. Die Gruppen wurden auf dem Konfidenzniveau von
(l=cs) = 95% (p = 0.05) verglichen. Werden mehr als 2
Versuchsgruppen gegeneinander verglichen, so erfolgt die
Prifung der Homogenitit der Varianzen zwischen den Gruppen mit
dem Box-Test. Dieser Test wird b geringem Stichprobenumfang
dem Bartlett’'s-Test vorgezogen. gibt der o.g. FP-Test, dasd
die Streuung innerhalb der Gru gréBer ist als zwischen den
Gruppen, wird dieses im Anhang durch '"no statistical
difference between the gr s" kenntlich gemacht. Wird ein
Unterschied festgestellt,, sc¢ erfolgt ein paarweiser post hoe
Vergleich der Gruppen (ein' und zweiseitig) nach der Games und
Howell Modifikation des "Fukey-Kramer Signifikanztests.

Die Software der V E:SInllle stammt aus der BCTIC Computer
Code Collection; modifiziert von PAULUHN. Die Validierung der
Software erfolgte durch Datensitze aus der Literatur (GAD und
WEIL, 1982; BCTIC)., Die Berechnungen erfolgten auf einer HP
3000 Rechenanlage, Fachbereich Toxikologie, BAYER AG.

,18.6. Lungkenfunktionsprifungen

Von den gemessenen Lungenfunktionsparametern wurden die

Ext berechnet. Die Absolutwerte wurden Iim Anhang
t arisch und graphisch wiedergegeben. Alle graphisch
a

g‘ estellten Werte wurden mit lillfe eines Polynoms 3. Grades
geglittet. Kurzzeitig auftretende “Peaks’ durch abnorme

" Bewegungs- oder Atmungsaktivititen im Plethysmographen wurden
Q® somit eliminiert.
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7.18.7. Partikelanalytik

Die beil der Auswertung der Partikelverteilung angewsndeten
statistischen Verfahren wurden unter Punkt 7.10. beschrieben

7.18.8. Randomisierung

Die Erstellung der Randomlisten erfolgte mit Hilfe ines
Computerprogramms, welches als Algorithmus einen Zufallszallen-
generator mit variierenden Ausgangsbedingungen verwendeY.

Q.

7.19, Wiedergabe der Rohdaten

<
Rohdaten, die {ber ein Rechnersystem erfaﬁEﬁ aurbereitet
und/oder gespeichert werden, kdnnen mit Wrterschiedlicher
Formatierung abgespelichert und ausgedrupkt werden. Die
ausgedruckte bzw. in diesem Bericht wiedergegebene Zahl
orientiert sich 4in 1ihrer Genauigkeit (Anzahl der Dezimal-
stellen) stets an der toxikologisch relevanten Genauigkeit.
Daher kiénnen sich rundungsbedingte Abweichungen zwischen
manuell errechneten und computererrechneten Werten ergeben.
Die Anzahl der Dezimalstellen Sjnﬂi' repridsentiert nicht

zwangslidufig die entsprecnende gf genauigkeit des Erfassungs-
systems.

Lungenfunktionsprifungen: <

Von allen Lungenfunkticisparametern wird der Absolutwert
verwendet. Die Absolutwerte wurden parallel zur Messung auf
Hard-Disk abgespeichept und auf einem Drucker angedruckt.
Alle graphisch wiedergégebenen Rohdaten werden mit Hilfe eines
Polynoms hinsichtl®ph der Ausreifer geglittet. Roh=
datenandrucke (widhrend der Lungenfunktionsprifung e stellt)
und aufbereitete MeSdaten (Berichtstabellen) konnen somit u.U.
geringgradig unterschiedliche Werte enthalten. Dieses
Vorgehen wird als adliquat angesehen, da bel den Untersuchungen
dieses Typs nicht Individualwerte, sondern vor allem
Zeitprofile)zur Bewertung herangezogen werden.

?-.

7.201Fgortw5re.rlt¢11ung und =validierung

Di&, folgenden Software wurde vom Berichtsautor jian HP-PORTRAN
4P 3000) oder Microsoft - FORTRAN ZT (F7")Y programmiert:
?Danprdruckblrochnung nach der August’'shen Formel, ANOVA,
Fisher-Test, Glhttungssubroutinen, Tabellenkalkulations=-

A programme fUr Lungenfunktionsdaten, Graphiksoftware.

Alle Zwischenfiles vwerden mit dem FORTRAN F8 3-Format
generiert; wobel dile Default - FORTRAN=Rundungsroutinen
verwendet wurden. In alphanumerisch generierten Tabellen
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sowie in graphischen Darstellungen wird grundsiétzlich das
FORTRAN A-Format verwendet.

Alle Computerprogramme wurden sorgfiltig validiert. Die
Validierung erfolgte unter Zuhlifenahme von publizierten
Datensitzen (z.B. BCTIC; GAD und WEIL, 1982). Mit Hilfe
;raphischcr Wiedergaben wurde angestrebt "Rohdaten” und
bereschnete Daten graphisch gegenilberzustellen, um eine
visuelle Plausibilitétsprifung zu erméglichen. O

!?.

7.21. Archivierung der Versuchsunterlagen

Alle diesen Versuch betreffenden Unterlagen ueggen beil der
BAYER AG GLP-gerecht aufbewahrt. o

Das aufbereitete Material fUr die histoldgischen Unter-
suchungen (Paraffinbldcke), das Feuchtmaberial sowie die
bewerteten histologischen Schnitte werden ebenfalls bel der
BAYER AG GLP-konform archiviert.
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8. ERGEBNISSE

Die Ergeonisse, die wdhrend des DESMODUR 44 M-Challenge (Tag
21 bis 24) erhalten wurden, sind in der folgenden Tabelle 1
zusammenfassend dargestellt.®)

Tabelle 1: Lungenfunktionsprifungen - DESMODUR 44 GQ -

Challenge o

Atmung:reaktigﬂﬁ% Typ
Induktion Anaphylaxie immediate elayed

......................... i e Sl S
la Vehikel (2)/4

1b 4 (1)/4

2a MDI 1 /“QD

2b MDI /4 (1)/4

- - - -

MDI = DESMODUR 44 M
() = marginale Atmungsreaktion

Anaphylazie: Wihrend der Chnlf;%geexposizion im ansphy-
laktischen Schdgk ad exitum gekommen.

#/#: 1. Zahl: Tlere mit posltiven Reaktionen
2. Zahl: untersuchtquzu. exponierte Tiere

<

Lie mittlere ChallengeRonzentration betrug in den Gruppen la,
1b und 2b etwa & mg-DESMODUR 44 M/m® Luft, in der Gruppe 2a
betrug sie 20.5 mg UESMODUR 44 M/m® Luft. Das Aerosol wies
eine fUr die Testspezies respirable Partikelcharakteristik auf
(s. Anlage) (NMAD = 0.8 um, MMAD = 1.1 um, GSD = 1.3,
Partikelmasse s 3 um: 100%],

e
SymptomeY"

Ind ion:

e en ieren der Erdnufdl-Vehikelkontrolle wurden keine
kalen Hautreaktionen festgestellt., Die Tiere der DESMODUR

44 M-Induktionsgruppe wiesen ab der 3. Induktion lokale Haut~-

??taktlonen an der Injektionsstelle auf, und zwar elne

verkrustete und dunkel verfirbte Haut mit nekrotischen
Verdnderungen. Alle Tiere der DESMODUR 44 M-Gruppe wiesen am
7. und 8. Versuchstag gerdtete Augenlider auf.

#)Die Gruppenlaufzahl wird mit 'N° abgeklrzt.
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DESMOLJR 44 M-Challenge:
Dle etwa 30-minutige DESMODUR 44 M-=Challengeexposition wurde

von allen Tieren symptomlos vertragen.

Lungenfunktionsprilfungen:

Einzelne Meerschweinchen der Vehikelkontrolle und der DESMODUR
44 M-Induktionsgruppe wiesen wihrend des DESMODUR " 44
M-Challenge marginale Veridnderungen der Atmung auf. .Die in
der Gruppe 2a erhobenen Befunde werden in einem Kausal-
zusammenhang mit der im irritativen Grenzbereich_ liegenden
Challengekonzentration von 20.5 mg DESMODUR 44 “M/m’ Luft
gesehen. Unter Berlcksichtigung der vorliegenden Rand-
bedingungen ld8t sich feststellen, dad die erkhpbenen Befunde
in allen Gruppen in etwa die gleiche Inzidﬁpz und Qualitit
aufwiesen. >

Es 1llefen sich demzufolge keine spezifischen BReaktionen
feststellen, die in einem ursichlichen Zusammenhang mit einer
pulmoniiren Hypersensitivitidtsreaktion zu sehen sind. Hinweilse
auf verzdgert auftretende pulmonalc Reaktionen zeigten sich
nicht.

O

?.
Kérpergewichte: &

Ein toxikologlsch bedeutsdfier Unterschied zwischen ien 3ruppen
zelgte sich nicht.

Die Kérpergewichte Qépgﬁim Anhang wiedergegeben.

Die patholpgisch-anatomischen Untersuchungen ergaben «elne
pathognos eh signifikanten Unterschiede twischen den
Oruppcndr

Die ngelbefunde der pathologisch-anatomischen Untersuchungen
lLQg Anhang dargestellt.
A\

Q)?.L engewiohte!

Die absoluten und relativen Lungengewichte sind !a Anhang
wiedergegeben.
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Bei den Tieren der DESMODUR 44 M-Gruppe lag keine statisch
signifikante Erhdhmng der absoluten oder relativen Lungen-
gewichte vor.

Histologische Untersuchungen:

Die Einzelbefunde der histopathologischen Untersuchung n
Lunge, Lungenlymphknoten und Trachea sind im Anheng

wiedergegeben. Die wesentlichsten Befunde sind in der Tapelle
3 zusammengefaSt.

Die histologischen Untersuchungen ergaben kelne to iaslosisch
bzw. statistisch signifikanten Unterschiede widchen der
Vehikelkontrolle und der DESMODUR 44 M-In tionsgruppe
(Treatment). Die trendartigen Intensitissunterschiede
beziiglich der im subepithellalen Bindege e der Trachea
festgestellten Ensinophilie werden 1in ein®ém ursdchlichen
Zusammenhang mit der relativ hohen DESMODUR 44 M-Challenge-
konzentration (20.5 mg/m? Luft) bel den Meerschweinchen der
Gruppe 2a (Nr. 9 bls 12) gesehen.

Tabelle 3: Histologlsche Unterauc%&ggen

#1STOPATHOCHG 1 E/H I STOPATHOLOGY

:uc{if:%( OF LESIGNS NUMERIC

b
TREAT®ENT
LIIIOC%

TRACWEA
fosinophilia-slight
fosinephilin moderate/severse

Control Treatment

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
A

IWUNE ABBOC, LYMPN NODES ’
fesinoghil 'a-slight L]
fosimephi|in moderate/severed

- -

Lunes
fyparoenia
found-cell infiltration
< paribronchial
© parivescul ar
fosimaphi|ta-nlight
fesinaphi | ' g moderate/severae
Thigaenimg of the septa
Sremshiolar/alveolar prol.
Hpereghagen ncromned
focal
oyt fecal

———————ee e — &

(#) ¢ ~aupar ol nintopathologically investigated animals
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9. DISKUSSION UND BEWERTUNG

Diese Untersuchungen liefen an intradermal induzierten Tieren
wahrend bzw. nach einem DESMODUR 44 M-Challenge keine
Atmungsverdinderungen erkennen, die als charakteristisch flr
Reaktionen vom “Sofort-Typ ” oder vom ‘Delayed-Typ  anzusehen
sind.

iy
Reaktionen vom ‘Sofort-Typ ', wie sie unter vergleichbaFen
Versuchsbedingungen auch mit TMA (Trimellitskureanh}ﬁ?id;

PAULUHN, 1990; PAULUHN und EBEN, 1991) oder Ovalbumin (PAULUHN
und EBEN, 1589) als Positivkontrollen beobachtet wuRden, (s.
Abbildung 5), waren bei keinem Tier festzustellen. &

Abbildung 5: A*mungsreaktionern nach Trimellif?iureannydrid
(TMA) und Ovalbumin e

Ovaibumin § 3mgm? Amimaliag 6
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In den Untersuchungen mit Ovalbumin und TMA &als Positiv-
substanzen konnte gezelgt werden, dag der fUr diese Unter-
suchungen eingesetzte Meerschweinchenstamm (Pirbright White
Dunkin Hartley) sich flir Lungensensibilisierungsuntersuchungen
eignet, und da8 dle Testmethodik empfindlich genug 1ist,
geringgradige Verinderungen der Spontanatmung quantitativ zu
erfassen.

Die Analyse der Lungengewichts-Kdrpergeswichts-Relation sowie
die nistopathologischen Untersuchungen ergaben ebenfalls keine
Hinweise auf spezifische Verkinderungen, die auf~ ein
lungensensibilisierendes Potential hindeuten wirden. Die
trendartigen Intensititsunterschiede beziiglich der im
subepithelialen Bindegewebe der Trachea festgestellten
Eosinophilie wer’an in einem ursiéchlichen Zusammenbang mit der
relativ hohen DE_4ODUR 44 M-Challengekonzentratton (20.5 mg/m’

Luft) beil den Meerschweinchen Nr. 9 bis 1g gesehen. Die
Untersuchung der LALN (Lung associated mph nodes) ergzab
keinen héheren Aktivierungsgrad bei n DESMODUR by ‘
M=induzierten Meerschweinchen.

Diese Untersuchungen lassen somit die SchluBfolgerung zu, dasd
J im angewendeten Testmodell nach e r intradermal applizierten
Gesamtdosis von etwa 22 mg DES UR 44 M/kg Korpergewicht
keine Atmungsreaktionen auftmaten, die qualitativ oder
quantitativ mit denen der Positivsubstanzen Ovalbumin oder TMA
vergleichbar wiren. Dnr:unQ_llﬂt sich die 3chlulifolgerung
ableiten, dad DESMODUR 44, M im angewendeten Tiermodell nicht
lungensensibilisierend ifkt. Die erhobenen Befunde welsen
jedoch darauf hin, dag@“hdhere DESMODUR 44 M-Konzentrationen
(ca. 20 mg/m* Luft) zinduzierte Entzlndungsreakticnen und
Atmungsvorlnderungendervorrurt.

39
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10. LEGEWDE U DEN ABKURZUNGEN IN DEN TABELLEN

PEF
MV
™v
IT
ET
RR

n:ain. Konz.
mem,/ um
Expos.

MMAD
NMAD
GSD

ECD

STAND, S, Std
MW/MEANS, ¥
B.W.

F

DF

PROB

ss

MS
TREATMENT
ERROR
TOTAL

Peak Expiratory Plow

Atemminutenvolumen

Atemzugvolumen

Inspiraticnszeit

Exspirationszeit -
Atemfrequenz &
nominale Konzentration/nominal concentri%ion
Mikrometer/micromater Q
Exposition/exposure < v

Mass Medlian Aerodynamic Diamete®

Number Median Aerodynamic DI ter
geometrische Stlndlrdlbuoicﬁg g/

geometric standard deviatio

Effective Cut-off Diameter
Standardabweichung/standard deviation (=sigma)
Mittelwerte / means

Kérpergewichte / body weights
P-Teat—Hart/F-tes;QVllua (P-Ratio)
Frelheitsgrade/degs<23 of freedom
uahr:chcinlichksdt/prubnbility

Total sum of squares

Mean squarm=

- between ,th® groups

- within ftre groups

- total—\

Observation=No.: n—Qe!?kbrpergeuichtaairferenz von Termin

Lungengewichte
-~ absolut in mg

n bis nn /
Body weight gain from date n to date nn

- relativ 4n mg/100 g Korpergewlch*™

cont. s
treat.

.
A\
4

vehicle control
DESMODUR 44 M
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12. ANRANG

Analytische Konsentrationen - DESMODUR A4 M-Challenge

13.05.91 (Group 1la)
14.05.91 . (Group 2a)
15.05.91 A (Group 1b)
16.05.91 (Group 2b)

Abnahmevoluman: 100 1; Fluf: 0.5-0.75 llmiQ)

14.05.91: infolge fehlerhafter Photometeranzeige (verstopftes
Filter) wurde die nach dem Photometer adjustierte
nominale Konzentration zu hoch eingestellt.
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Partikelcharakterisierung - DESMODUR 44 M-Challenge

Desmodur 44M(MDI)/T9040131 FPhotom. 4 mg/cbm
SAMPLE # 1 DATE: 13.05.1991 SAMPLE TIME: 30 SEC DENSITY:
DIL. RATIO: 100 :1 EFFIC. CORRECT.: D100
TIME: 13:10 OPERATOR: SPRU

LAST CALIBRATION:

Etﬂ;glﬂ!acubﬂt2 \FSS!?QIQEI‘:Llﬁa I1ZE

{1

B.d.-.i T Tlllic

AERODYNAMIC DIAMETER C(MICROMETERS)
N

CUHULHTié& DISTRIBUTION

) | T LI S B I 0

2 5 1@ 10
AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)>

NUMBER MEDIAN DIAMETER (NMAD): 0.79 um
MASS MEDIAN DIAMETER (MMAD): 1.16 un

GSD P 1a3l

MASS FRACTION < 3 um ¢ 100 PERCENT
PARTICLES PER cm? 1 19260.8
CCONCENTRATION (COMPUTED; H 5.8 Mg
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Desmodur 44M(MDI),/T9040131 Photom. 4 mg/cbm
SAMPLE # 1 DATE: 14.05.1991 SAMPLE TIME: 130 SEC CENSITY: 1.18
DIL. RATIO: 100 :1 EFFIC. CORRECT.: D100
TIME: 14:05 OPERATOR: SPRU

LAST CALIBRATION: 09-20-1990 SN 152

EH;EEEIH3CCNQC lJSSEﬂ??Elt:LSE' I1ZE

-

.5 1 & s LS " 3e
AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)
L
CUMULATIVE DISTRIBUTION
99 &

70
3@
3@|.

ie@

- Y B 2 s 1@ " 3e
AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)

NUMBER MEDIAN DIAMETER (NMAD): 0.81 um
MASS MEDIAN DIAMETER (MMAD): 1.36 um
GSD t1.41

MASS FPACTICN < 13 um : 99 PERCENT
PARTICLES PER cm? : 48684.5
CCNCENTRATICN (COMPUTED) : 15.8 mg/n?
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Desmodur 44M(MDI)/T5040131 Photom. 4 mg/cbm
SAMPLE # 1 DATE: 15.05.1991 SAMPLE TIME: JO SEC DENSITY:
DIL. RATIO: 100 :1 ETFIC. CORRECT.: D100
TIME: 11:06 OPERATOR: SPRU

LAST CALIBRATION: 09-20~1590 SN 152

;Eﬂ;ggtln!c<n1c lJSS;?Q!?zltle%a I1ZE

?.
e
|
"'-.!.l.-' T |y iSEAad S D Gk T '4
Q.9 1 2 5 10 30
AERODYMAMIC DLIAMETER (MICROMETERS)

CUMULATIVE DYSTRIBUTION

2 s '""i1e T
RODYNAMIC NIAMETER (MICROMETERS)

NUMBER MEDIAN DIAMETER (NMAD): 0.71 um
MASS MEDIAN DIAMETER (MMAD): 0.93 um
GSD t l.21

MASS FRACTION < 3 um i 100 PERCENT

PARTICLES PER cm? ¢ 12117.1
CONCENTRATION (COMPUTED) H 2.6 mg/m?
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"

Desmoc r 44M(MDI)/T9040131 Photom. 4 mg/cbnm
SAMPLE ¢ 1 DATE: 16.05.1991 SAMPLE TIME: 30 SEC DENSITY:
DIL. RATIO: 100 :1 EFFIC. CORRECT.: D100
TIME: 11:01 OPERATOR: SPRU

LAST CALIBRATION:

Eﬂ;ﬂgllﬂacwﬂic lJSsEj?FEI(HLta I1ZE

Q. ‘1 's '@ " 3@
AERODYMNAMIC manU:n (MICROMETERS)

CUMULATIVE ;?STRIBHTION

29

90
se
3@|...4......

10}

( -

Al L L] [ 1] ] 1 L] L) L [

ve.s 1 2 ) 20
AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)

NUMBER MEDIAN DIAMETER (NMAD): 0.71 unm
MASS MEDIAN DIAMETER (MMAD): 0.94 un
GSD ¥ l.21

MASS FRACTION < 3 um : 100 PERCENT

FARTICLES PER cm? 1 12443.0
CONCENTRATION (COMPUTED) : 2.8 m3
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Monitoring - DESMODUR 44 M-Challenge
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Randomliste

Randomisierung der \Versuchstiere
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Kérpergewichte / body weights

: Tag 0 / day O
: Tag 3 / day 3
t Tag 7 / day 7
Tag 14 / day 14
Tag 21 / day 21
Tag 25 / day 25
: Tier=Nummer / animal number

Konzentration/concentration: vehicle control

MEAN
STD . . 21.

------------- - - - -

Alle Gewichte in g / all Q;%khta in g

o3

lon!.ntrltionfconcontrzsiont‘DESHODUI MM M-induction group
Gruppe/group: ¢ ex:

--------------------- -

284.8 287.4
16.8

Alle Gewichte in g / all weighta in g
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ONE-WAY ANALYSIS OF VARIANCE OF BODY WEIGHT GAIN

- - - - - - - -

ANALYSIS OF B.W. DATA FOR FPEMALES - OBSERVATION=-No.: 1= 2

- - - - -

Group=No.: 1 / vehlicle control
-2.0 9.0 =2.0 10.0 -5.0
-9.0 -T7.0 -1.0
MEDIAN= -2.0 MEAN= =-.9 STDn 7.0

Group=No.: 2 / DESMODUR 44 M-industion group
10.0 8.0 -9.0 2.9
8.0 5.0 1.0
MEDIAN= 3.5 MEAN= 2.6 STD=

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX’S TEST

CALCULATED F DEG.‘OF fEEEDOH PROB&Q}EETY
Tk B

HOMOGENEITY OPF VARIANCES

ONE-WAY CLASSIFICATION ANALYSIgZ.OF VARIANCE

TREATHEHT . 49.000
ERROR . 45.625
TOTAL

NO OVERALL SIGNIFPICGRNCE AT 5.% (ONE-TAILED) LEVEL
NO STATISTICAL DUFFERENCE BETWEEN THE GROUFPS
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ONE-WAY AMALYSIS OF VARIANCE OF BODY WEIGHT GAIN
ANALYSIS OF B.W. DATA FOR FEMALES

Group-No.: 1 / vehicle control
27.0 38.0 32.0 35.0
29.0 27.0 34,0
MEDIAN= 31.0 MEAN= 31.5 STD= 4.0

Group=No.: 2 / DESMODUR 4% H-induction group
28.0 22.0 36.0 37.0 43,
29.0 30.0 24.0
MEDIAN= 29.5 MEAN= 31.1 STD= 7.1

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX'S TEST A\Q;

CALCULATED F DEG. OF FREEDOM PROBABINXITY

3.1716 . 0757
HOMOGENEITY OF VARIANCES

ONE-HAY CL&SSI?ICATION ﬁNALYbIS OF VARIANCE

TREATMENT
ERROR
TOTAL

NO OVERALL SIGNIPICANCE AT 5.% (ONE-TAILED) LEVEL
NO STATISTICAL D% ENCE BETWEEN THE GROUPS
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ONE-WAY ANALYSIS OF VARIAMCE OF BODY WEIGHT GAIN

Group~No.: 1 / vehicle control
14.0 28.0 45.0 27.0
25.0 17.0 15.0
MEDIANs 21.0 MEAN= 23,0 STD= 10.8

Group=No.: 2 / DESMODUR A4 M-induction group
37.0 37.0 49.0 27.0
54,0 34.0 33.0
MEDIAN= 3T7.0 MEAN= 39.3 STD= 8.9

.............. DA TPR—

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX'S TEST -\
CALCULATED P DEG. OFP FREEDOM PROB&&{E&TY

- - -

1.4634 T & T .3132
HOMCRENEITY OF VARIANCES
ONE-WAY CLASSIFICATION ANALYSIZ OF VARIANCE

SOURCE DF Yu MS

- -

TREATMENT 1056. 1056.3 10.845
ERROR 1364, q!u
TOTAL : Q/ 15

OVERALL SIGNIPIC!NQF.AT 6.% (ONE=- TAILED) LEVEL
R

GAMES AND HOWELL MODIFICATION OF
TUKEY-KRAMER S HONESTLY SIGNIPICANT DIFPERENCE TEST
(WITH THE STUDENTIZED RANGE STATISTIC)

—--------?-r-----w——--------nu--—

GROU CALCULATED DEGREES OF
COMPARED TEST VALUE FREEDOM PROB&BI[ITT ‘ONCLUSION

« % ONE-TAILED TEST

A1 AND 2 . SIGNTPICANT
v~ 5. % TWO-TAILED TEST

SIGNIPICANT
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DESMODUR 44 M

ONE=-WAY ANALYSIS OF VARIANCE OF BODY WEIGHT GAIN

- - - - - - - - - -

ANALYSIS OF B.W. DATA POR FEMALES - OBSERVATION=No.: 4= 5

Group-No.: 1 / vehlcle control
56.0 67.0 39.0 31.0

47.0 54,0 68.0
MEDIAN= 55.0 MEAN= 54,0 STD= 14,3

Group-No.: 2 / DESMODUR 44 M-induction group
35.0 33.0 43,0 52.0
64.0 33.0 39.0
MEDIAN= 41.0 MEAN= 42.9 STD= 10.7

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX'S TEST
CALCULATED F DEG. OF FREEDOM PROBA IE?TY

2321
HCMOGENEITY OF VARIANCES

ONE-WAY CLASSIFICATION ANALYSIS OF VARIANCE

TREATMENT : 495.06
ERROR 159.35
TOTAL '

NO STATISTICAL D RENCE BETWEEN THE GROUPS

NO OVERALL SIGNIE;;:HCE AT 5.% (ONE-TAILED) LEVEL
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ONE-WAY ANALYSIS OF VARIANCZ OF BODY WEIGHT GAIN

ANALYSIS OF B.W. DATA FOR FEMALES - OBSERVATION-No.: 5= 6

- - -

Group=No.: 1 / vehlcle control
11.0 18.0 24.0 18,
11.0 12.0 9.0
MEDIAN= 11.5 MEAN= 12.8 STD= 6.5

Group=No.: 2 / DESMODUR AA M-induction group
16.0 40.0 22.0 6.0
~23.0 -8.0 -10.0
MeOIANs -1.0 MEAN= 4.4 STD= 20.6

NOT ENOUGH GROUPS FOR B80X°S TEST

e
CALCULATED F NEG. OF FREEDOM PROBABILITY

- - - - -

10.0842 . +U0Hu2
HETEROGENEITY OF VARIANCES

ONE=WAY CLASSIFICATION RNALYSIQDOP VARIANCE

- - - - - -

SOURCE PROB

TREATMENT

ERROR

TOTAL
NO OVERALL SIGNIFIGXNCE AT 5.% (ONE-TAILED) LEVEL
NO STATISTICAL DERFPERENCE BETWEEN THE GROUPS
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Study-no.: TS8040134

Koerpergewicht/body weight [g]

B
Woche / week

«‘3 group: ¢
& 0
ke A groun: 2
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Lungengewichte

ONE-WAY ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM : ANOVA

Group-no.: 1 - Animal:1-8 vehicle control
2877.000 3102.000 3104.000 2817.000 2881400
2579.000 2596.000 2674.000 = o
MEDIAN= 2847.000 MEAN= 2828.750 STD = 205.676

Group=no.: 2 - Animal:9-16 - DESMODUR 44 M-induction group
2866.000 2705.000 3180.000 3012.000% 3051.000
3404.000 3033.000 2669.000 4
MEDIAN= 3022.500 MEAN= 2990.000 STR = 262.956

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX’S TEST
CALCULATED P DEG. OF FREEDOM PROBABILITY

TREATMENT 1.040E+05< 1.0401E+05 2.053
ERROR T.093E+d 50665,
TOTAL 8.133E+0
NO OVERALL SIGNIPICANCE AT 5.% (ONE-TAILED) LEVEL
NO STATISTICAL DIFPERENCE BETWEEN THE GROUPS
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ONE-WAY ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM : ANOVA

Analysis of LUNG WEIGHT - relative to BODY WEIGHTS/FEMALES

Group~-no.: 1 - Animal:1-8 vehicle control
775.472 695.516 783.838 T43.272 811.549
639.950 T07.357 653.790
MEDIAN= 725.314 MEAN= 726.343 STD = 62.u5t9

Group-no.: 2 - Animal:9-16 -~ DESMODUR &4 M-inductionVgroup
705.911 651.807 713.004 772.308 736.957
791.628 T73.724 769.164

MEDIAN= 753.060 MEAN= 739.313 STD = <& 6.861
S TS R e o W

- - - - - -

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX’'S TEST ¥
CALCULATED F DEG. OF FREEDOM PROB&HSQ?EY

1.7763 . .2326
HOMOGENEITY OF VARIANCES

ONE-WAY CLASSIFICATION ANALYSI P VARIANCE

TREATMENT

ERROR 4.,268E+04 &, 1 3048.3

TOTAL 4.335E+04 o 15
NO OVERALL SIGNIPICKNCE AT 5.% (ONE-TAILED) LEVEL
NO STATISTICAL DIRFERENCE BETWEEN THE GROUPS
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ONE-WAY ANALYSIS OF VARIANCE PROGRAM : ANOVA

Group=no.: 1 - Animal:l-8 vehicle control
371.000 4u46.000 396.000 379.000 355.000
403.000 367.000 409.000
MEDIAN= 387.500 MEAN= 390.750 STD = 29.11p
L

Group-no.: 2 -~ Animal:9-16 - DESMODUR 44 M-inductio roup
406.000 415.000 446.000 390.000 414,000
430.000 392.000 347.000

MEDIAN= 410.000 MEAN= 405.000 STD = &, &9

NOT ENOUGH GROUPS FOR BOX’'S TEST <\

CALCULATED F DEG. OF FREEDCM PROB EETY

1.0527
HOMOGENEITY OF VAHIANCES

ONE-WAY CLASSIFICATION ANALYSIS ,OF VARIANCE

TREATMENT 812.3
ERROR 1.218E+04 &
TOTAL 1.299E+OH‘& 15
NO OVERALL SIGNIFI CE AT 65.% (ONE-TAILED) LEVEL
NO STATISTICAL D RENCE BETWEEN THE GROUPS




I
L5
©
()

1

.
C
o
L

i 18 6 -

ATHBERIICH ToX

(MDI)

DESMODUR 44 M

Study-no.: T90404314

LUNG WEIGHT - absolute

#ilativa to BOOY WEIGHTS

LUNG WEIGHT >

N9

DEXHIHKS
126%%6%%% 5
0202RRRARRKR

()

» O

Yove 0% %%

)

_m: ]

.0 .00
$.6.0.0.4.0.0
000000000

anxﬁr

07070 %%

L)
.0.0.0

g

‘-
8

[X]

8

[0J1U03 0}

RE.

80.

&

-4

8 9

3

(%] Hc;ucouoww “19H
A

%




2AliEA Ag

FACHBEREICH TOXIKCLOGIZ

Kdrperguwichte - Sektionszelitpunkt

DESMODUR 44 M (MDI)

Study=-no.: T90404314
180.

BODY WEIGHTS

to control [%]

Rel.
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Atmungsmuster - DESMODUR 44 M~Challenge
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